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RESUMEN

El estrés oxidativo afecta al pollo de engorda debido a las condiciones actuales
de produccién. Esta alteracion metabdlica puede ser contrarrestada por
antioxidantes agregados a la dieta. EIl objetivo de este trabajo fue determinar
el efecto antioxidante del ZnO y el Zn(HMTBa), adicionado al alimento en
pollos de engorda sometidos a una temperatura ambiental calida y a una
neutral. Pollos Ross 308 machos de 1 dia de edad fueron asignados
aleatoriamente a 16 tratamientos con 12 réplicas cada uno (n=192) en un
disefio factorial 2x2x4 (temperatura ambiental, fuente de zinc y concentracion
de zinc). Los pollos se criaron en jaulas en bateria dentro de camaras de
aislamiento hasta los 21 dias de edad. Las concentraciones de zinc adicional
probadas fueron 0, 40, 80 y 120 mg/kg. Los cambios de temperatura para el
grupo criado en temperatura ambiente neutral fueron: 32-34°C los dias 0-3,
30-32°C los dias 4-6, 28-30°C los dias 7-13, 26-28°C los dias 14-21. Y para
el grupo criado en temperatura ambiental calida fueron: 32-34°C dias 0-13,
32-34°C 12h/26-28°C 12h los dias 14-21. La capacidad antioxidante, la
lipoperoxidacion y el dafo proteinico por oxidacion se midieron en plasma
sanguineo para determinar el efecto antioxidante. El zinc adicionado aumenté la
capacidad antioxidante (P<0.05) y disminuyd la lipoperoxidacion (P<0.05)
respecto al grupo control (0 mg/kg). La dosis que mayor capacidad antioxidante
produjo fue la de 120 mg/kg, la lipoperoxidacion respondié de la misma forma
a 40, 80y 120 mg/kg. El ZnO disminuyé el dané proteinico por oxidacién y la
capacidad antioxidante (P<0.05) con respecto a Zn(HMTBa),. La temperatura
ambiental calida disminuy6 la capacidad antioxidante y la lipoperoxidacion en
comparacion con la temperatura ambiental neutral (P<0.05).

Palabras clave: Zinc estrés oxidativo, pollo de engorda, FRAP, TBARS,
carbonilacion.



ABSTRAC

Oxidative stress affects broilers due to current production system. This
metabolic abnormality may be counteracted by antioxidants added to diet. The
aim of this study was to determine the antioxidant effect of ZnO and
Zn(HMTBa), added to food in broilers subjected to high ambient temperature
and a neutral ambient temperature. Male broilers one-day-old (Ross 308) were
randomly assigned to 16 treatments with 12 replicates each (n=192) in a 2x2
x4 factorial arrangement of treatments (temperature, source of zinc and zinc
concentration). The chickens were kept in cages in temperature controlled
rooms until 21 days old. Additional zinc concentrations tested were 0, 40, 80
and 120 mg/kg. The group exposed to neutral ambient temperature had the
following changes: 32-34°C days 0-3, 30-32°C days 4-6, 28-30°C days 7-13,
26-28°C days 14-21. And 32-34°C days 0-13, 32-34°C 12 h/26-28°C 12 h
days 14-21 for the group exposed to high ambient temperature. The
antioxidant capacity, lipid peroxidation and protein oxidative damage in blood
plasma were measured to determine the antioxidant effect. Supplemental zinc
increased antioxidant capacity (P<0.05) and decreased lipid peroxidation
(P<0.05) compared with control group (0 mg/kg). The doses 120 mg/kg
increased antioxidant capacity. The lipoperoxidation responded the same way at
40, 80 and 120 mg/kg. The ZnO decreased protein oxidative damage and
antioxidant capacity (P<0.05) with respect to Zn (HMTBa),. The high ambient
temperature decreased antioxidant capacity and lipid peroxidation compared
with the neutral ambient temperature (P<0.05).

Keywords: Zinc, oxidative stress, broilers, FRAP, TBARS, carbonilation.
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INTRODUCCION

La importancia econdémica de la industria productora de pollo se refleja en su
crecimiento continuo. En el sector nacional, la producciéon de carne de ave (pollo y
gallina) fue, entre el afio 2005 y el 2009, la mas importante del resto de las
producciones carnicas. Ya que en el 2009, la produccion alcanzé los 2.63
millones de toneladas. Mientras que la produccién de carne de bovino y de
porcino fue de 1.70 y 1.16 millones de toneladas, respectivamente. A nivel
mundial, la produccién de carne de pollo se ha mantenido en crecimiento
sostenido desde 2006. En este ano, la tasa media de crecimiento anual de las
importaciones internacionales se estimé en un 6.4%; superada solamente por la
carne de porcino. (Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion, 2007; Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca

y Alimentacién, 2010).

El sistema actual de produccidon de pollo de engorda es muy exigente con el
metabolismo de las aves y favorece el desarrollo de una alteracién conocida como
estrés oxidativo; aproximadamente a partir de los 21 dias de edad (Villar-Patifio
et al., 2002; Diaz-Cruz et al., 2003). Los factores que ciertamente propician el
estrés oxidativo en el pollo son rapido crecimiento, estrés calérico, micotoxinas y
concentracién de acidos grasos poliinsaturados en el alimento. Las principales
consecuencias del estrés oxidativo son el aumento de la conversion alimenticia,

prevalencia de sindrome ascitico y afectacién de la calidad de la carne y su



estabilidad durante el almacenamiento (Weber et al., 2006; Maini et al., 2007;
Balogh et al., 2008; Fébel et al., 2008; Nain et al.., 2008; Altan et al., 2009; Yang

etal., 2010).

El estrés oxidativo es un desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes en el
organismo, a favor de los oxidantes. La consecuencia es el dafio de tejidos debido

a la modificacién de lipidos, proteinas y ADN (Lykkesfeldt y Svendsen, 2007).

Las sustancias oxidantes se originan principalmente en la mitocondria durante
la transduccién de la energia. Los antioxidantes son sustancias que al estar
presentes en baja concentracion con respecto a un sustrato oxidable, retrasan o
inhiben la oxidacion de dicho sustrato. Los animales sintetizan enzimas,
cofactores y moléculas de bajo peso molecular para protegerse de la oxidacion,
ademas, aprovechan algunas vitaminas, carotenoides y polifenoles que se
encuentran en el alimento y que tienen efecto antioxidante (Halliwell y Gutteridge,
1990; Zicker et al., 2006, Kirkman y Gaetani, 2007; Traber, 2007; Cemeli et al.,
2009; Laguerre et al., 2007; Lykkesfeldt y Svendsen, 2007 Kirschvink et al., 2008;

Chisté et al., 2011; Perron et al., 2011).

El zinc es un nutriente esencial para el crecimiento y desarrollo de todo tipo de
vida; que ademas ha demostrado in vitro e in vivo propiedades antioxidantes. Las
investigaciones in vivo se han hecho con peces, ratas y ratones, conejos y seres
humanos (Kucukbaya et al., 2006; Rubio et al., 2007; Bruno et al., 2007; Cortese
et al., 2008; Faa et al., 2008; Prasad et al., 2004; Varghese et al., 2009; Zhao et
al., 2011). En la alimentacion practica se emplean fuentes organicas e inorganicas
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de zinc las cuales reportan diferencias en la biodisponibilidad (Hudson et al.,

2005; Rodriguez, 2009).

En virtud de la importancia del pollo de engorda en la economia nacional, es
necesario mejorar el sistema de produccién que, entre otros factores, es afectado
por el estrés oxidativo. El empleo de zinc como antioxidante puede ser una

alternativa para contrarrestar dicha alteracion metabdlica.



REVISION DE LA LITERATURA

Especies reactivas de oxigeno y nitrogeno

El metabolismo animal se basa en una gran cantidad de reacciones quimicas
perfectamente sincronizadas. La oxidacion y reduccién son reacciones
bioquimicas complementarias cuya caracteristica es la transferencia de electrones
o atomos de hidrogeno: una especie quimica se oxida cuando pierde electrones,
al mismo tiempo otra acepta los electrones y se reduce. La oxidacién es
responsable de la actividad celular, ya que, en los organismos aerébicos, la
oxidacion de compuestos como la glucosa libera un flujo de electrones que son
transferidos finalmente al oxigeno. En la mitocondria este flujo de electrones

libera la energia necesaria para la produccion de ATP (Nelson y Cox, 2008).

Sin  embargo, cuando el oxigeno no es reducido completamente, la
transferencia de electrones resulta en la produccion de radicales libres de oxigeno
y otros compuestos reactivos no radicales que en conjunto se conocen como
especies reactivas de oxigeno (ERO) (Kowaltowski et al., 2009). Se sabe que éstas
actuan en procesos de sefalizacion celular, aunque también dafian biomoléculas
cuando sobrepasan su concentracion fisiolégica (Kietzmann y Gorlach, 2005).
Asimismo las ERO participan en la formacion de especies reactivas de nitrégeno

(ERN) las cuales tienen efectos similares (Patel et al., 1999).



Los radicales libres son especies quimicas que poseen uno o mas electrones
desapareados y que existen en forma independiente. Los radicales libres actian
como agentes oxidantes al sustraer un electrén o un atomo de hidrégeno de
algun otro compuesto. Las principales ERO son: oxigeno singulete (10), radical
superéxido (0z*7), radical hidroxilo (OH*), peréxido de hidrégeno (H.0), radical
alcoxilo (RO*) y radical peroxilo (ROQO®). Las principales ERN son: radical 6xido
nitrico (NO*), radical di6oxido de nitrogeno (NO:*) y peroxinitrito (ONOO)

(Halliwell y Gutteridge, 1999; Jezek y Hlavata, 2005).

La cadena de transporte electronico mitocondrial es la principal fuente de ERO,
pero también se generan en otros sitios, por ejemplo, reticulo endoplasmico,
citosol, fagosomas y peroxisomas. Aproximadamente el 2% de los electrones sale
prematuramente de la cadena de transporte electrénico hacia el oxigeno,
generando radical superoxido, aunque éste es poco reactivo puede interactuar
con otras sustancias y formar ERO secundarias mas dafinas. Para inactivar al
radical superéxido las células lo dismutan en peroxido de hidrégeno mediante
accion enzimatica. El peréxido de hidrégeno y los metales de transicion redox
activos, Fe(ll) y Cu(l), participan en la reaccion de Fenton. El radical hidroxilo se

forma en esta reaccion como se muestra en las reacciones 1y 2:

(1) Fe(ll) + H,0,— Fe(lll) + OH* + OH"

(2) Cu(l) + H,O,— Cu(ll) + OH* + OH"



El radical hidroxilo es altamente reactivo, in vivo tiene una vida media de 10~
segundos, por lo que reacciona con las moléculas cercanas al lugar donde se
produce (Cash et al., 2006; Valko et al., 2007). El 6xido nitrico se forma por la
oxidacién del nitrégeno guanidino de la L-arginina; catalizada por la enzima
oxido nitrico sintasa. El 6xido nitrico difunde facilmente y reacciona con el anién
superéxido y origina peroxinitrito que a su vez produce radical hidroxilo durante

su trasformacion a nitratos (Aslan et al., 2008).

Antioxidantes

Un antioxidante se define como cualquier sustancia que al estar presente en
baja concentracion con respecto a un sustrato oxidable, retrasa o inhibe
significativamente la oxidacion del sustrato (Halliwell y Gutteridge, 1990;
Kirschvink et al., 2008). Los antioxidantes donan electrones a las especies
reactivas para inactivarlas o extinguirlas, de este modo, ellos mismos se
convierten en radicales libres. Posteriormente, los antioxidantes oxidados son
devueltos a su estado reducido por procesos demandantes de NADPH. Este
reciclamiento asegura el correcto funcionamiento de la red de antioxidantes

(Laguerre et al., 2007; Lykkesfeldt y Svendsen, 2007).

Los antioxidantes pueden clasificarse en enddgenos (enzimas, cofactores y
moléculas de bajo peso molecular) y exbégenos (vitaminas, carotenoides vy
polifenoles) (Ratnam et al., 2006; Cemeli et al., 2009). Las superoxido dismutasas

son enzimas que transforman al radical super6oxido en peréxido de hidrégeno



(Matés et al., 1999). La concentracién del peréxido de hidrogeno es controlada
por catalasas y tiorredoxinas (Urig y Becker, 2006; Kirkman y Gaetani, 2007).
Sobre este mismo sustrato actian acoplados el glutation y las enzimas glutatién
peroxidasa y glutation reductasa (Kirschvink et al., 2008). Los tocoferoles (x, B,

Y, 0) inactivan a los radicales involucrados en la oxidacién en cadena de los acidos

grasos, y por eso se denominan “rompe cadenas” (Azzi, 2007; Traber, 2007). Sin
embargo en este proceso los tocoferoles se convierten en radicales; y recuperan
su estado original por la accion del acido ascorbico, que a su vez se vuelve radical
y es restaurado por el glutatién y las enzimas asociadas. Ademas, el acido
ascorbico inactiva al radical hidroxilo y a otros radicales presentes en los
ambientes acuosos (Abudua et al., 2004; Zicker et al., 2006). Los carotenoides
(carotenos, luteina y licopeno, entre otros) neutralizan a los radicales involucrados
en la lipoperoxidacién, al oxigeno singulete y a las ERN (Rao y Agarwal, 1999;
Polyakov et al. 2001; Chisté et al., 2011). Los polifenoles (acidos fendlicos y
flavonoides, principalmente) ligan metales de transicion y asi evitan la formacién
de los radicales hidroxilo y superoxido, ademas inactivan directamente a varios
radicales libres centrados en oxigeno (Ferguson, 2001; Petti y Scully, 2009; Perron

etal., 2011).

Estrés oxidativo: generalidades

El estrés oxidativo es un desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes en el

organismo, a favor de los oxidantes. El resultado es la modificacién oxidativa de



macromoléculas, apoptosis o necrosis. Las moléculas afectadas por el estrés
oxidativo son ADN, ARN, lipidos, proteinas, carbohidratos, moléculas de bajo

peso molecular y antioxidantes (Lykkesfeldt y Svendsen, 2007).

Lipoperoxidacion. La lipoperoxidacion es el dafno oxidativo a los acidos grasos
poliinsaturados. La cantidad de dobles enlaces en los acidos grasos promueve la
lipoperoxidacion, porque el enlace entre hidrégeno y carbono de los grupos

metileno adyacentes a los dobles enlaces es débil (Agarwal et al., 2003).

La lipoperoxidacién puede ser enzimatica y no enzimatica. La enzimatica es
producida por las enzimas lipooxigenasas y ciclooxigenasas. Y no se relaciona
con el estrés oxidativo ya que es un paso necesario en la sintesis de leucotrienos
y prostaglandinas (Pinelli et al., 199; Ivanov et al., 2010). La no enzimatica es
inducida por agentes radicales o no radicales. El hidroxilo es el principal radical
responsable, aunque los radicales peroxilo y alcoxilo también participan. El
singulete de oxigeno y el ozono son los agentes no radicales involucrados

(Laguerre et al., 2007; Niki, 2009).

Las consecuencias principales de la lipoperoxidacién son dafio a membranas y
generacion de productos toxicos secundarios. La pérdida de la fluidez asi como
la disfuncién proteinica de las membranas se deben a la fragmentacidon de acidos
grasos, alteracion de la relacion entre acidos grasos saturados y poliinsaturados y
formacion de enlaces cruzados lipido-lipido y lipido-proteina (Catala, 2006;

Pensalfini et al., 2008).



La lipoperoxidacion se divide en tres etapas: iniciacion, propagacion vy
terminacion. En la iniciacién, el agente iniciador sustrae un atomo de hidrégeno
de un grupo metileno; en consecuencia se forma un radical lipidico (L*). En la
etapa de propagacién, el oxigeno se une al radical lipidico formando el radical
lipoperoxilo (LOQO®), el cual sustrae un hidrégeno de otro acido graso cercano
produciendo un nuevo radical lipidico mas un lipohidroperéxido (LOO). Cada
radical lipidico formado puede iniciar una nueva oxidacién en cadena
amplificando el dafio. La etapa de terminacion consiste en la unién de dos
radicales lipidicos o lipoperoxilos para formar productos no radicales. Sin
embargo, si los lipohidroperéxidos recién formados estdn en contacto con
metales de transicion pueden formar nuevamente radicales, pero ahora del tipo
lipoalcoxilo (LO®), haciendo perdurar la lipoperoxidacién (Carlsen et al., 2005;

Catala, 2006; Laguerre et al., 2007).

Los lipohidroperéxidos pueden descomponerse y originar aldehidos de cadena
corta altamente reactivos como son malondialdehido (MDA), hidroxialquenal
(HDA), hidroxi-2-nonenal (HNE) y hidroxihexenal (HHE), entre otros (Schneider et

al., 2008; Pamplona, 2008).

Ademds de los aldehidos es posible que se formen isoprostanos; moléculas
semejantes a las prostaglandinas, pero con efectos nocivos como alteracion de la
fluidez y de la integridad membranal, vasoconstriccién e inhibicién de la

agregacion plaquetaria. Los isoprostanos se forman a partir de los radicales



lipoperoxilo provenientes de los acidos araquidénico, linoleico, docosahexaenoico

y eicosapentaenoico (Patrono et al., 2005; Milne et al., 2008).

También los ésteres de colesterol se oxidan; en este caso se generan radicales
lipoperoxilo como intermediarios y oxiesteroles como productos finales. Estos
ultimos se relacionan con la ateroesclerosis en humanos. El efecto general de la
oxidacion del colesterol es una alteracién de la membrana (Murphy et al., 2008,

Niki, 2009).

Oxidacion de proteinas. Varias de las ERO y ERN, asi como aldehidos de la
lipoperoxidacion, oxidan a los residuos de aminodcidos de las proteinas. La
oxidacion de la cadena lateral de la cisteina produce derivados sulfénicos,
sulfénicos, sulfinicos; ademas, disulfuros entre cisteinas de la misma proteina,
cisteinas de proteinas diferentes y cisteinas con glutation. Cuando el oxidante es
especificamente el acido nitrico se produce una alteracién llamada nitrosilacion

(Dalle-Donne et al., 2003, Tsang y Chung, 2009).

La oxidacién de la tirosina por peroxinitrito y radical hidroxilo produce 3-
nitrotirosina y 3,4-dihidroxifenilalanina, respectivamente. La oxidacion de la
fenilalanina por ERO y ERN produce o-tirosina, p-tirosina y m-tirosina (Hawkins et

al., 2009; Danielson y Andersen, 2008).

Otra consecuencia de la oxidacion proteinica es la formacién de nuevos grupos
carbonilo en los residuos de los aminoacidos. Los carbonilos aparecen por la

acciéon de las ERO sobre prolina, arginina, lisina, treonina y aspartato o de
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aldehidos de la lipoperoxidacién sobre histidina, cisteina y lisina. Sin embargo los
grupos carbonilo también surgen como consecuencia de reacciones no oxidativas
como la glicacién y glicosilacion, aunque esto es menos significativo (Butterfield

etal., 2007; Yan y Forster; 2010).

Oxidacion de ADN. El dafio oxidativo del ADN causa mutagénesis, cancer y
diversas patologias cardiacas, neuroldgicas, digestivas, autoinmunes vy
hormonales (Sedelnikova et al., 2010). EI ADN afectado puede ser nuclear y
mitocondrial. El ARN también es afectado ya sea por una oxidacion directa o por
una falla en la codificacién debida a un dafo primario en el ADN; en ambos casos
se produce una sintesis defectuosa de proteinas (Valko et al., 2007; Bates et al.,

2009).

El principal responsable del dafio oxidativo es el radical hidroxilo, aunque
también estan implicados singulete de oxigeno, peroxinitrito, radical lipoperoxilo,
MDA y HNE. Las alteraciones del ADN incluyen pérdida y modificaciéon de las
bases, rompimiento de las cadenas de nucleétidos, modificacion de las
desoxirribosas y enlaces cruzados entre las cadenas de nucleétidos (Moreira et

al., 2008; Kryston et al., 2011).

El radical hidroxilo produce dafio mediante reacciones de adicién y sustraccién. En
las reacciones de adicién el radical hidroxilo se une a cualquiera de las bases
nitrogenadas, especificamente en los carbonos con doble enlace. En consecuencia
se forma un aducto radical que, a través de varias reacciones, se transforma en

una base modificada. En las reacciones de sustraccion el radical hidroxilo quita un
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atomo de hidrégeno a las desoxirribosas, particularmente de los carbonos 3, 4 y
5; asi como del grupo metilo de la timina y del grupo 2-amino de la guanina. El
resultado es la formacion de radicales libres centrados en carbono que se
transforman en bases y pentosas modificados. Otros agentes oxidantes causan
dafio por mecanismos similares (Dizdaroglu et al., 2002; Evans et al., 2004; Cadet

etal.,, 2010).

Se han detectado al menos 80 derivados de las bases nitrogenadas. Los mas
investigados y utilizados como indicadores de estrés oxidativo son: 8-oxo-7,8-
dihidroguanina, 2,6-diamino-4-hidroxi-5-formamidopirimidina, 8-oxo0-7,8-
dihidro-2'-deoxiguanosina (derivados de la guanina); 5,6-dihidroxi-5,6-
dihidrotimina, 5-(hidroximetil) uracilo, 5-formil-uracilo, 5-hidroximetil-2'-
deoxiuridina y 5-formil-2'-deoxiuridina (derivados de la timina); 5,6-dihidroxi-
5,6-dihidrocitosina (derivada de la citocina) y 8-oxo-7,8- dihidroadenina
(derivada de la adenina) (Cadet et al., 2010; Sochacka y Smuga, 2007; Kryston et

al., 2011).

Estrés oxidativo: en el pollo de engorda

El sistema actual de produccion favorece que el pollo de engorda desarrolle
estrés oxidativo (Villar-Patiio et al., 2002; Diaz-Cruz et al., 2003). Las
consecuencias particulares de esta condicién metabdlica son: aumento de la
conversion alimenticia (Igbal et al., 2005; Bottje y Carstens, 2009), congestion

cardiaca y sindrome ascitico (Igbal et al., 2001; Tang et al., 2002; Nain et al.,
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2008), lipoperoxidacion en los musculos pectorales y de los muslos (Nam et al.,
1997; Avanzo et al., 2001; Guo et al., 2001). Se ha comprobado que esta
lipoperoxidacién afecta la calidad de la carne y su estabilidad en el

almacenamiento (O “Neill et al., 1998; Fellenberg y Speisky, 2006).

En general el estrés oxidativo se presenta a partir de la tercera semana de vida
en condiciones estandar de crianza (Villar-Patifio et al., 2002; Diaz-Cruz et al.,

2003; Eraslan et al., 2005).

Los factores que inducen el desarrollo de estrés oxidativo son varios. Las
estirpes de crecimiento rdpido son mas susceptibles a desarrollar
lipoperoxidacién 'y disminucion de creatina cinasa y o-cetoglutarato
deshidrogenasa en el miocardio (Nain et al., 2008). Esto es debido a que el
crecimiento rdpido de los pollos demanda que las mitocondrias generen mas
energia y en consecuencia mas ERO (Cawton et al., 1999). Si esta condicion se
mantiene, el mecanismo mitocondrial y la transduccion de la energia fallan; lo que
explica desde el punto de vista molecular del aumento de la conversion

alimenticia (Igbal et al., 2005; Bottje et al., 2006; Bottje y Carstens, 2009).

La temperatura ambiental influye en el estrés oxidativo. En pollos expuestos a
una temperatura de 5 a 7°C por abajo de la zona de termoneutralidad se reduce la
concentracién de glutation y de acido ascérbico en higado (Bottje et al., 1998) y

aumenta el MDA en cerebro y corazén (Mujahid y Furuse, 2009).
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El estrés caldrico agudo (de 33 a 35°C durante algunas horas) es capaz de
producir en pollos de entre 21 a 48 dias de edad un incremento del MDA en
plasma e higado, reduccién de la actividad mitocondrial hepatica, incremento de
la produccion de ERO en higado y musculo esquelético; asi como aumento de la
actividad de catalasa, superéxido dismutasa y glutatién peroxidasa (Lin et al.,

2006; Mujahid et al., 2007; Yang et al., 2010).

El estrés calorico crénico (de 32 a 40°C de manera continua por varios dias)
favorece en pollos de 32 y 42 dias de edad el incremento de MDA y la reduccion
de la actividad de las catalasa, glutation reductasa y superéxido dismutasa en

plasma, higado, corazoén y cerebro (Sahin et al., 2002; Maini et al., 2007).

En un disefo diferente, pollos de 36 dias de edad expuestos 3 horas diarias a
37°C durante 3 dias incrementaron la concentracién de MDA vy la actividad de
catalasa, superéxido dismutasa y glutatién peroxidasa en eritrocitos (Altan et al.,

2009).

Las fuentes de lipidos usadas en la alimentacion de pollos son ricas en acidos
grasos poliinsaturados los cuales generan lipoperoxidacién en higado y eritrocitos

(Fébel et al., 2008).

La infestacion por Eimeria tenella incrementa la lipoperoxidacion en el epitelio
intestinal y la concentracion de MDA en plasma sanguineo, ademas aminora la
actividad de la superoxido dismutasa en el plasma (Georgieva et al., 2006; Naidoo

et al., 2008). Varias investigaciones demuestran que al desafiar la respuesta
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inmune las aves domésticas y silvestres desarrollan estrés oxidativo (Costantini y

Mgller, 2009).

El consumo de aflatoxinas y toxina T-2 (desde 0.5mg/kg y 2.05mg/kg de
alimento, respectivamente) incrementan la concentracion de MDA y disminuyen el
glutation y el acido ascérbico en el higado, el plasma sanguineo y los eritrocitos;
ademas dafan la actividad de la superéxido dismutasa y la glutation peroxidasa
en los mismos tejidos (Leal et al., 1999; Eraslan et al., 2005; Weber et al., 2006;

Balogh et al., 2008).

Zinc: funciones generales

El zinc es esencial para el crecimiento y desarrollo de todo tipo de vida. En los
animales, es el segundo elemento traza mas abundante. Dentro de las células se
asocia principalmente a proteinas; como i6n libre intracelular estd a una

concentracién muy baja (entre 10°y 10-* M) (O Dell, 2000; Rubio et al., 2007).

En las proteinas, el ion zinc forma complejos de coordinacidon con el nitrégeno
de la histidina, el oxigeno del glutamato o el aspartato y el azufre de la cisteina;
esta caracteristica le permite ejecutar funciones cataliticas y estructurales. En el
aspecto catalitico, los iones zinc participan, con mas de 300 enzimas de todas las
categorias, directamente en la formacién o rompimiento de enlaces. En el aspecto
estructural, estabilizan la estructura terciaria de las proteinas de manera andloga

a los puentes disulfuro (Bettger y O " Dell, 1993; McCall et al., 2000).
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Por estas caracteristicas el zinc se relaciona en todos los aspectos del
metabolismo, en la regulacién de la expresién génica, en la estabilidad de las
membranas y de la cromatina, y en la inmunidad (Bettger y O Dell, 1993; Faa et
al., 2008). La deficiencia de este nutriente produce retraso en el crecimiento,
anorexia, paraqueratosis, baja eficiencia reproductiva, dermatitis y alopecia, entre

otros (Salgueiro et al., 2000; Silva-Santana, 2002; Rubio et al., 2007).

Zinc: absorcioén y transporte

El zinc se absorbe principalmente en el intestino delgado, duodeno y yeyuno,
tanto por transporte activo como pasivo. El transporte activo se satura cuando hay
una ingestion alta y aumenta durante un consumo bajo. En cambio el transporte
pasivo es proporcional a la concentracién de zinc en el lumen intestinal. Ademas
del mecanismo de transporte, la absorciéon depende de varias sustancias. Es
favorecida por glucosa, lactosa, citrato, glicina, histidina, lisina, cisteina,
metionina, acido picolinico y piridoxina; y es menguada por fibra, acido fitico,
acido oxalico, taninos, selenio, hierro y calcio. Una vez dentro del enterocito, el
zinc se une a metalotioneinas o es transportado a la sangre (Salgueiro et al.,

2000; Faa et al., 2008).

El 84% del zinc en la sangre es transportado por la albimina, 15% por la a-2-
macroglobulina y solamente el 1% por los aminoacidos cisteina e histidina; por

estos medios se distribuye a todos los tejidos (Rubio et al. 2007; Faa et al., 2008).
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El 57% del zinc corporal se encuentra en el musculo esquelético, el 29% en el
hueso, el 6% en la piel, el 5% en el higado, el 2 6 3% esta en el resto de los tejidos;
el plasma mantiene aproximadamente 0.1% (King et al., 2000; Rubio et al., 2007).
Sin embargo, la importancia de esta distribucion es relativa, ya que las neuronas y
las células de la préstata acumulan mas zinc que otros tejidos, demostrando que

este metal tiene una funcién especializada en ellos (Eide, 2006).

El flujo de zinc entre el exterior e interior de las células es posible gracias a
transportadores transmembranales. En total se han encontrado seis familias de
trasportadores de zinc, pero solamente dos son relevantes en eucariotas: la
familia ZIP (Zrt- and Irt-like proteins) y la CDF (cation diffusion facilitator). Los
transportadores ZIP se hallan en todos los niveles filogenéticos. A los miembros
presentes en los mamiferos se les asigna el nombre sistematico de SLC39. Este
grupo de trasportadores se caracteriza por transportar zinc y otros iones
metdlicos del espacio extracelular o del interior de los organelos hacia el
citoplasma. Aunque su mecanismo no es entendido completamente se sabe que
pueden mover zinc a favor de un gradiente de concentracién probablemente por

un sistema simporte (Cousins et al., 2006; Eide, 2006).

Los trasportadores CDF también existen en todos los niveles filogenéticos. A
sus miembros presentes en los mamiferos se les denomina Znt y ademas reciben
el nombre sistematico de SLC30. Este grupo de transportadores hacen lo
contrario que los ZIP, es decir, mueven zinc y otros iones metalicos del citoplasma

hacia el exterior de las células o al interior de los organelos. Varios de ellos
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pueden mover zinc en contra de un gradiente de concentracién mediante un

sistema antiporter utilizando H* o K*. (Cousins et al., 2006; Eide, 2006).

Las metalotioneinas son proteinas de bajo peso molecular (6-7 kDa) en las que
aproximadamente una tercera parte de sus aminoacidos son cisteinas. Estas
proteinas son capaces de unirse a Zn(ll), Cu(l), Cd(ll) y Hg(ll); aunque su afinidad
por el zinc es baja, con respecto a los otros elementos, en condiciones fisiolégicas
estan unidas principalmente a él. En mamiferos existen cuatro isoformas; las
metalotioneinas | y Il se expresan en todos los tejidos, las Il principalmente en el
cerebro y las IV en el epitelio estratificado. Dentro de la célula se localizan en el
citoplasma, lisosomas, mitocondrias y niucleo. Ademas de actuar como almacén y
transporte de zinc, contrarrestan el exceso de metales de transicion y han
demostrado efecto antioxidante. La expresion de las metalotioneinas responde al
estimulo de zinc, cobre, cadmio, citocinas, 6xido nitrico, glucocorticoides y

norepinefrina (Mocchegiani et al., 2005; Formigari et al., 2007).

Zinc: homeostasis

El zinc no absorbido y el enddgeno se eliminan por las heces; menos de un 2%
del enddgeno se excreta por la orina. El zinc endégeno proviene de las células de
la mucosa intestinal y las secreciones biliar, pancreatica e intestinal. Otras vias
por las que el organismo lo pierde son el sudor, el crecimiento del pelo y la
descamacion de la piel. La absorcién intestinal y la excrecién enddgena son los

mecanismos primarios que mantienen la homeostasis del zinc cuando la ingesta
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es mayor o menor de la necesaria. La absorcion disminuye y la excrecién aumenta
al exceder las necesidades. En contraste, la absorcion aumenta y la excrecion se
reduce cuando el consumo es insuficiente. Otras medidas secundarias para
corregir la deficiencia de este metal son: limitar su excrecién urinaria y activar la

liberacion por el hueso e higado (King, 2000; Faa et al., 2008).

El contenido corporal de zinc aminora cuando hay una deficiencia, sin
embargo, la disminucion no es uniforme en todos los tejidos. El pelo, la piel, el
corazon y el musculo esquelético mantienen concentraciones constantes;
mientras que, la concentracién baja significativamente en el plasma, el higado, el

testiculo y el hueso (King, 2000).

Zinc: accion antioxidante

El zinc ha demostrado in vitro propiedades antioxidantes a través de tres
mecanismos: 1) forma parte de la enzima antioxidante superéxido dismutasa, 2)
induce la formacién de metalotioneinas que almacenan metales e inactivan
directamente al radical hidroxilo, 3) evita la oxidacion especifica de sito de
proteinas y lipidos inducida por Fe(ll) y Cu(l) (Powell, 2000; Zago y Oteiza, 2001;

Ho, 2004, Prasad, 2008).

El efecto antioxidante del zinc se ha probado in vivo y ex vivo bajo diferentes
circunstancias y a través de varios indicadores. En seres humanos adultos que

recibieron un suplemento de zinc (43 mg diarios en el alimento) por 8 semanas, la
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concentracién plasmatica de MDA y de HNE disminuyé (Prasad et al., 2004). Ratas
destetadas que consumieron alimento con 50mg de zinc por kg durante 3
semanas redujeron sus niveles plasmaticos de isoprostanos (Bruno et al., 2007).
El zinc indujo el aumento de glutation en células endoteliales de intestino de rata
al ser desafiadas con perdoxido de hidrégeno (Cortese et al., 2008). En conejos
que recibieron un suplemento de zinc de 1g/kg de alimento los isoprostanos en
plasma y en aorta aminoraron (Jenner et al., 2007). El estrés oxidativo aminoré en
homogenizado de rindn de ratas alimentadas con sulfato de zinc (50mg/kg de
alimento) y desafiadas con indometacina, los indicadores de estrés oxidativo
fueron productos de la lipoperoxidaciéon, carbonilaciéon de proteinas, y actividad
de catalasa y de la glutation peroxidasa (Varghese et al., 2009). El estrés
oxidativo, medido a través de la expresién del Nrf2, aumenté en el testiculo de
ratones con una deficiencia inducida de zinc (Zhao et al., 2011). El picolinato de
zinc se probd en truchas arcoiris a las concentraciones de 30 y 60 mg/kg de
alimento; en ellas, el MDA sérico y hepatico disminuyé en ambos niveles de zinc;
sin embargo, la disminucion del estrés oxidativo no tuvo relacién con parametros

productivos (Kucukbaya et al., 2006).

Fuentes de zinc

De acuerdo al NRC (1994) las necesidades de zinc para pollos de engorda de 0
a 8 semanas es de 40 mg/kg. Para satisfacer esta necesidad se emplean

normalmente fuentes inorganicas y organicas de zinc. El 6xido de zinc (ZnO) vy el
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sulfato de zinc (ZnSO,) son las fuentes inorganicas mas comunes, sin embargo,
tienen una baja disponibilidad debido a que reaccionan facilmente y forman
complejos insolubles. Dentro de las fuentes organicas se incluyen zinc-metionina,
zinc-lisina y zinc-picolinato; formas quimicas en las que el zinc se protege de
sustancias de la dieta que limitan su absorcién. Varias investigaciones reportan
que cada fuente tiene una biodispobibilidad y efecto variable en pollos o gallinas

(Cao et al., 2000; Cao et al., 2002; Hudson et al., 2005; Rodriguez, 2009).
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OBJETIVOS

Determinar el efecto del Zn adicionado en la dieta sobre el estrés oxidativo en

el pollo de engorda para comprobar su propiedad antioxidante.

Determinar el efecto de la fuente de zinc (organica e inorgdanica) adicionada en

la dieta sobre el estrés oxidativo en el pollo de engorda.

Determinar el efecto de la temperatura ambiental sobre el estrés oxidativo en

pollos de engorda.
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HIPOTESIS

El estrés oxidativo en los pollos de engorda disminuye al administrar dietas

enriquecidas con zinc.

El estrés oxidativo en los pollos de engorda cambia por la fuente de zinc en el

alimento.

El estrés oxidativo en los pollos de engorda cambia por la temperatura

ambiental.
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MATERIALES Y METODOS

Instalaciones

La fase de campo se realiz6 en las camaras de aislamiento del Departamento de
Medicina y Zootecnia de Aves de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

de la UNAM.

El alimento se elaboré en la planta de alimentos del Centro de Ensefianza,
Investigacién y Extension en Produccion Avicola de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.

Las pruebas de laboratorio se llevaron a cabo en el laboratorio del
Departamento de Nutricibn Animal y Bioquimica de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.

Tratamientos

La concentraciéon adicional de zinc, el tipo de fuente y temperatura ambiental
se tomaron como variables explicativas. Las pruebas de laboratorio, que miden el
estrés oxidativo, se manejaron como las variables respuesta. El experimento tuvo
un diseio completamente aleatorio con arreglo factorial en los tratamientos
2X2X4, con 12 réplicas por tratamiento donde cada pollo fue una unidad

experimental. En consecuencia se evaluaron 16 tratamientos, los cuales se
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describen en el Cuadro 1. El factor temperatura ambiental se evalué a dos niveles:
neutral (NE) y calida (CA). El factor fuente de zinc se estudié a dos niveles
organica (OR) e inorganica (IN). El factor concentracion adicional de zinc se
evalué a 4 niveles: 0 mg/kg de alimento (0), 40 mg/kg de alimento (40), 80
mg/kg de alimento (80) y 120 mg/kg de alimento (120). Los cambios en la
temperatura ambiental para el nivel NE fueron: 32-34°C dias 0-3, 30-32°C dias
4-6, 28-30°C dias 7-13, 26-28°C dias 14-21. Los cambios en la temperatura
ambiental para el nivel CA fueron: 32-34°C dias 0-13, 32-34°C (12 horas)

dias14-24 y 26-28°C (12horas) dias14-24.
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Cuadro 1. Diseino de los tratamientos.

Factores
Tratamiento Temperatura Fuente de zinc Concentracién adicional
ambiental de zinc
1 NE Ninguna 0
2 NE IN 40
3 NE IN 80
4 NE IN 120
5 NE Ninguna 0
6 NE OR 40
7 NE OR 80
8 NE OR 120
9 CA Ninguna 0
10 CA IN 40
11 CA IN 80
12 CA IN 120
13 CA Ninguna 0
14 CA OR 40
15 CA OR 80
16 CA OR 120

NE: neutral (32-34°C dias 0-3, 30-32°C dias 4-6, 28-30°C dias 7-13, 26-
28°C dias 14-21); CA: calida (32-34°C dias 0-13, 32-34°C/12 h los dias
14-21y 26-28°C/12 h los dias 14-21); NI: inorganica, OR: organica; 0: 0
mg/kg, 40: 40 mg/kg 80: 80 mg/kg, 120: 120mg/kg.
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Alimento

Siete dietas fueron elaboradas para el experimento. Inicialmente, se elabord
una dieta basal segun las necesidades nutricionales para etapa de iniciacion
indicadas en el manual de la estirpe (Aviagen, 2009) (Cuadro 2); excepto en el

rubro del zinc, ya que no tuvo una fuente especifica de este elemento.

Los ingredientes empleados en la dieta basal fueron: grano de sorgo, pasta de
soya, aceite de soya, ortofosfato de calcio, carbonato de calcio, sal, metionina
(Alimet ®), L-lisina-HCI, L-treonina, cloruro de colina, coccidiostato (monensina
sddica), bacitracina, butil hidroxitolueno (BHT), aluminosilicatos (Klin-Sil ®),
premezcla de vitaminas para alimento iniciador Novus® y premezcla de minerales
traza sin zinc. La premezcla de minerales traza se elabord con sulfato ferroso
heptahidratado, sulfato de cobre pentahidratado, dihidroyoduro de etilendiamina
(EDDI) y selenito de sodio. Es necesario mencionar que la dieta basal contuvo
27.86 mg/kg de zinc, cuyo origen fue el grano de sorgo y la pasta de soya. El
valor fue calculado a partir del porcentaje de inclusion de estos ingredientes, de
acuerdo al contenido nutritivo especificado por el NRC (1994). La féormula y el
contenido nutritivo de la dieta basal se pueden ver en los Cuadros 3 y 4,

respectivamente.

Las dietas experimentales se obtuvieron al agregar, en la cantidad
correspondiente, ZnO como fuente inorganica o Zn-(HMTBa), como fuente
organica a la porcién necesaria de la mezcla primaria (Anexo 1). El Zn-(HMTBa),

es un complejo formado por un atomo de zinc unido al acido 2-hidroxi-4-
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metiltiobutanoico; analogo de la metionina. Su nombre comercial es Mintrex® y es
fabricado por la empresa Novus (Anexo 2). La contribucién del Zn-(HMTBa), en el
contenido final de metionina se consider6é para la formulaciéon de las dietas. El

alimento no se peletizo.
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Cuadro 2. Recomendaciones nutricionales para pollos de
engorda Ross criados a menos de 1.9 kg de peso vivo,
etapa de iniciacion (Aviagen 2009).

Nutriente Unidad Valor
Energia Kcal/EM 3025
Aminoacidos Total Digestible
Lisina % 1.43 1.27
Metionina & Cistina % 1.07 0.94
Metionina % 0.51 0.47
Treonina % 0.94 0.83
Valina % 1.09 0.95
Isoleucina % 0.97 0.85
Arginina % 1.45 1.31
Triptéfano % 0.24 0.20
Proteina Cruda % 22-25

Calcio % 1.05
Fosforo Disponible % 0.50
Magnesio % 0.05-0.50
Sodio % 0.16-0.23
Cloro % 0.16-0.23
Potasio % 0.40-1.00
Cobre mg/kg 16

Yodo mg/kg 1.25
Hierro mg/kg 40
Manganeso mg/kg 120
Selenio mg/kg 0.30

Zinc mg/kg 100

Continuda en la siguiente pagina.
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Cuadro 2. Recomendaciones nutricionales para pollos de
engorda Ross criados a < 1.9 kg de peso vivo, etapa de
iniciacion (Aviagen 2009) (continuacion).

Nutriente Unidad Valor

Trigo Maiz
Vitamina A Ul/kg 12000 11000
Vitamina D3 Ul/kg 5000 5000
Vitamina E Ul/kg 75 75
Vitamina K (Menadiona) mg/kg 3 3
Tiamina (B1) mg/kg 3 3
Riboflavina (B2) mg/kg 8 8
Acido Nicotinico mg/kg 55 60
Acido Pantoténico mg/kg 13 15
Piridoxina (Bs) mg/kg 5 4
Biotina mg/kg 0.20 0.15
Acido Félico mg/kg 2.00 2.00
Vitamina B12 mg/kg 0.016 0.016
Colina mg/kg 1600
Acido Linoleico % 1.25
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Cuadro 3. Férmula de la dieta basal.

Ingrediente % de inclusién
Sorgo Grano 54.279
Pasta de soya 48 35.866
Aceite de soya 4.80
Ortofosfato 18/20 2.050
Carbonato de Ca 1.300
Sal (NaCl) 0.450
Aliment © 0.412
L-lisina-HCI 0.200
L-treonina 0.130
Cloruro de colina 0.100
Premezcla de Vitaminas 0.100
Bacitracina 0.030
Butil hidroxitolueno (BHT) 0.015
Secuestrante de micotoxinas 0.100
Premezcla de minerales s/Zn 0.044
Zn* 0.006
Total 100.000

* Oxido de zinc o Zn-(HMTBa),.
Premezcla de minerales (mg/kg): CuSO,-5H,0, 65.31; EDDI,
1.57; FeSO,-7H,0, 133.33; MnO; Na,SeO,, 0.69.
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Cuadro 4. Contenido nutritivo calculado de la dieta

basal.
Nutriente Unidades Valor
EM kcal 3027
PC % 21.34
Metionina % 0.74
Metionina+Cistina % 1.07
Lisina % 1.40
Arginina % 1.43
Triptéfano % 0.28
Treonina % 0.94
Valina % 1.06
Isoleucina % 0.96
Glicina+Serina % 1.843
Histidina % 0.564
Leucina % 1.825
Fenilalanina % 1.076
Fenilalanina+Tirosina % 1.946
Prolina % 1.120
Ca % 1.00
P % 0.50
Na % 0.19
K % 0.91
Cl % 0.38
Acido linoleico % 1.25
Zn mg/kg 27.86
Colina mg/kg 1851
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Animales

Se utilizaron 192 pollos de la estirpe Ross 308, machos, de 1 dia de edad
vacunados contra Marek procedentes de una incubadora comercial localizada en

Ticuman Morelos.

Fase de campo

Las cAmaras de aislamiento se lavaron y desinfectaron 72 horas antes de iniciar
el experimento. En cada uno se instalé: una jaula en bateria con 4 niveles de 2
secciones (8 secciones en total), con un comedero, un bebedero, un termémetro
de maximas-minimas y un foco (fuente de calor) por secciéon; un termémetro
ambiental; un higrometro y 2 calentadores eléctricos portatiles de 1500 W en el
piso, orientados de tal forma que el flujo de calor no incidiera directamente sobre

las aves. Los calentadores se encendieron 12 horas antes de alojar a las aves.

El experimento tuvo una duracion de 21 dias. Los 192 pollos machos se
asignaron aleatoriamente a los tratamientos, 12 pollos en cada uno de los 16
tratamientos. El area de piso para cada pollo fue de 412.5 cm?. La alimentacién
fue ad libitum durante todo el experimento y se aseguro siempre la disponibilidad
de agua. En el dia 7, los pollos se vacunaron contra Newcastle (laboratorios Bio-

Zoo0) via ocular.

En los tratamientos con temperatura ambiental neutral el manejo fue el

siguiente: 32-34°C los dias 0-3, 30-32°C los dias 4-6, 28-30°C los dias 7-13,
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26-28°C los dias 14-21. En los tratamientos con temperatura ambiental calida el
manejo fue el siguiente: 32-34°C dias 0-13, 32-34°C por 12 horas y a 26-28°C
las otras 12 horas los dias 14-21. La humedad relativa de los cuartos de
aislamiento fue de 35-40% en temperatura neutral y 30-40 % en temperatura

calida. Se realizdé un registro de las aves muertas en cada uno de los tratamientos.

Toma de muestras

El dia 21 se tomaron 4 ml de sangre utilizando jeringas desechables, agujas de
calibre 21 y tubos Vacutainer ® con EDTA. La toma de sangre se hizo mediante
puncidon cardiaca, aplicando inmediatamente después la eutanasia mediante
dislocacién cervical. Los tubos fueron centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos
(Nuniez y Bouda, 2007). Los plasmas se separaron y transfirieron a tubos de
microcentrifuga, uno por cada prueba de laboratorio. Finalmente, se congelaron a

-40°C hasta su analisis.

Pruebas de laboratorio

Capacidad antioxidante. La capacidad antioxidante se midié mediante la
prueba de poder antioxidante por reduccidon férrica (FRAP) de Benzie y Strain

(1999).

Esta prueba se basa en que los antioxidantes impiden la oxidaciéon de un

sustrato mediante una reaccién redox en donde el oxidante se reduce a expensas
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del antioxidante. La prueba exceptia a los antioxidantes que actuan mediante
quelaciéon o desactivacion enzimatica. Los antioxidantes presentes en una muestra
reducen al Fe(lll) en un medio acido transformandolo en Fe(ll), el cual en presencia
de 2,4,6-tripiridil-s-triazina forma un complejo de color azul cuya absorbancia

se puede medir a 593nm.

Alicuotas de 100 pl se tomaron por duplicado de cada muestra; a cada una se
les agregd 1.5 ml de una mezcla formada por una solucion amortiguadora de
acetato 300 mM a pH 3.6, una solucidon acuosa de cloruro férrico hexahidratado
(Fe(lll)) 20 mM y 2,4,6-tripiridil-s-triazina 10 mM (disuelto en HCI 40 mM), en una
relacion 10:1:1 respectivamente. Las muestras se incubaron en agitacién a 37°C
por 10 minutos y se obtuvieron las absorbancias en un espectrofotometro a 593
nm. Las muestras, los tubos de ensayo y las soluciones con 2,4,6-tripiridil-s-
triazina se protegieron de la luz todo el tiempo. Para calcular los resultados se
realizaron curvas patrén con diferentes concentraciones (de 0.2 a 1.6 mM) de
acido 6-hidroxi-2-5-7-8-tetrametil-croman-2-carboxilico (trolox); derivado
hidrosoluble de la vitamina E. De tal manera que la formacién de Fe(ll) debida a
los antioxidantes reductores de la muestra se comparé con la formacién debida
al trolox en la curva patron. Por lo que los resultados se reportaron como nmol

equivalentes a trolox por ml de muestra (nmol Egtrolox/ml).

Lipoperoxidacién. Esta se midié6 mediante la prueba de sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico (TBARS) de acuerdo al procedimiento descrito por Ohkawa et

al. (1979).
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El MDA es un producto secundario de la oxidacién de los acidos grasos de 3 o
mas dobles ligaduras, que reacciona con el acido tiobarbitlrico en un medio acido
y una temperatura alta. El producto de la reaccién tiene un color rosa-naranja que
absorbe luz entre 532 y 535nm. Es importante precisar que existen otros
aldehidos, producidos en la oxidacion de acidos grasos, que al igual que el MDA
reaccionan con acido tiobarbitlrico, por lo que en conjunto se les llama TBARS

(Hoyland y Taylor, 1991).

En tubos de centrifuga, alicuotas de 100 pl se transfirieron por duplicado de
cada plasma, y se mezclaron con 1 ml de acido tiobarbitarico al 0.8% en solucion
acuosa y 2 ml de HCI al 20% (pH ajustado a 2.5). Los tubos se mantuvieron en
ebullicion por 60 minutos vy se enfriaron en hielo durante 5 minutos,
posteriormente se les agregd 5 ml de n-butanol y se agitaron vigorosamente para
luego centrifugarse 10 minutos a 4000 rpm. Los sobrenadantes se leyeron en un
espectrofotometro a 532 nm para obtener sus absorbancias. La concentracion
sustancias reactivas al acido tiobarbiturico en las muestras se calculé usando
curvas patron de MDA (entre 10 y 80 puM). El MDA se obtuvo de la hidrélisis de
1,1,3,3-tetraethoxipropano en HCI 0.1IN durante 12 horas a temperatura
ambiente (Gutteridge, 1975); una molécula de 1,1,3,3-tetraethoxipropano
produce 1 molécula de MDA, por lo que la molaridad se mantiene (Lawrence et al.,
1979). Los resultados se reportaron en nmol de malondiadehido por ml de

muestra (nmol MDA/ ml).
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Dano proteinico por oxidacion. Se cuantific6 mediante la determinacion de

grupos carbonilo de acuerdo al procedimiento reportado por Levine et al. (1990).

La aparicion de nuevos grupos carbonilo en los residuos de aminodacidos de
proteinas es evidencia de dano por oxidacién. La 2,4-dinitrofenilhidrazina se une
de forma selectiva a los grupos carbonilo de las proteinas formando un complejo

hidrazona estable que puede ser cuantificado en un espectrofotometro a 370 nm.

En primer lugar se midi6 la concentracion de proteina en las muestras
mediante la técnica de Bradford (1969). Para ello, de cada plasma se tomaron 10
pl para hacer una dilucién 1/50. De cada dilucion se tomaron 50 pl en tubos de
ensayo y se mezclaron con 50ul de agua destilada mas 2 ml del reactivo de
Bradford. Este reactivo fue hecho con 100 mg de azul de Coomassie G-250, 50 ml
de etanol al 95%, 100 ml de acido fosférico al 85% y agua destilada suficiente para
alcanzar 1 litro de solucién final. Los tubos se incubaron a temperatura ambiente
por 5 minutos y se leyeron a 595 nm. Cada prueba se realizé por duplicado. Los
resultados se calcularon mediante una curva patréon con soluciones acuosas de
albumina sérica bovina (de 8 a 64 pg en 100 pl), y fueron expresados como mg de
proteina por ml de plasma. A partir de estos valores se calculé el volumen

necesario para tener 2mg de proteina.

En segundo lugar se determiné la concentracién de carbonilos. Para este fin,
por cada plasma, cuatro tubos de microcentrifuga se etiquetaron como: prueba
(P), prueba duplicado (PD), control (C) y control duplicado (CD). Posteriormente,

volimenes de plasma que contuvieron 2mg de proteina fueron transferidos a los
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tubos. A los tubos Py PD se les agregd 500 pl de 2,4-dinitritofenilhidrazina 10
mM disueltos en HCI 2 M, mientras que a los tubos C y CD se les agreg6 500 pl de
HCl 2 M. Los tubos se mantuvieron 1 hora a temperatura ambiente, en la
obscuridad, agitandose cada 15 minutos. A continuacion, la proteina se precipité
adicionando 600 pl de acido tricloroacético al 20% (P/V) y centrifugando los tubos
a 11000 x g durante 5 minutos, el sobrenadante fue desechado. Los precipitados
se lavaron para eliminar la 2,4-dinitritofenilhidrazina que no se unié a los
carbonilos, para esto se les agregé 1 ml de una mezcla de etanol anhidro vy etil
acetato en una relacion 1:1 (V/V), luego se centrifugaron a 11000 x g durante 5
minutos y el sobrenadante se desechd, este proceso se repitié 3 veces. Por ultimo,
a los tubos se les agregé 1 ml de una solucién acuosa de hidrocloruro de
guanidina 6 M mas fosfato de potasio monobdsico 20 mM (pH ajustado a 2.3), se
agitaron e incubaron a 37 °C por 20 minutos para poner en suspension el
precipitado. La absorbancia de las muestras se obtuvo en un espectrofotometro a
370 nm. Para calcular los resultados, la absorbancia promedio de los tubos
control se resté a la absorbancia promedio de los tubos prueba, este valor se
utilizé para obtener la concentracion de carbonilos empleando un coeficiente de
absortividad molar de 22000 M-*cm™, los valores se reportaron en nmol por mg

de proteina (hmol /mg).
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Andlisis estadistico

Todas las pruebas se realizaron con el programa SPSS Statistics 11.0 (SPSS inc.).
Las variables respuesta (capacidad antioxidante total, lipoperoxidacién y dafo
proteinico por oxidacion y conversidon alimenticia) se analizaron por separado

mediante un ANDEVA para disefio factorial de acuerdo al siguiente modelo:

Y., = H+a+B+(ap) +6 +(ad), +(BS) +(aBs) +e

ijkn

ijkn

Donde:

Yo = Valor observado de la variable respuesta en estudio obtenido de la n-
ésima repeticion del i-ésimo nivel del factor temperatura ambiental, del j-ésimo
nivel del factor fuente de zinc y del k-ésimo nivel del factor concentracion de

zinc.
U = Efecto de la media general.
o = Efecto del i-ésimo nivel del factor temperatura ambiental.
B,= Efecto del j-ésimo nivel del factor fuente de zinc.

(ap), = Efecto del factor interaccion del i-ésimo nivel del factor temperatura

ambiental con el j-ésimo nivel del factor fuente de zinc.

6, = Efecto del k-ésimo nivel del factor concentracion adicional de zinc.
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(a6), = Efecto del factor interaccion del i-ésimo nivel del factor temperatura

ambiental con el k-ésimo nivel del factor concentracion adicional de zinc.

(Bd), = Efecto del factor interaccion del j-ésimo nivel del factor fuente de zinc

con el k-esimo nivel del factor concentracion adicional de zinc.

(aBs), = Efecto del factor interaccion del i-ésimo nivel del factor temperatura
con el j-esimo nivel del factor fuente de zinc y el k-esimo nivel del factor

concentracion adicional de zinc.

€, =Error experimental, variable aleatoria de la n-ésima repeticion del i-ésimo
nivel del factor temperatura ambiental, del j-ésimo nivel del factor fuente de zinc

y del k-ésimo nivel del factor concentracién adicional de zinc.

Cuando el factor concentracion mostré efecto significativo se hicieron
comparaciones multiples mediante prueba de Tukey. Una a = 0.05 se utilizo en
todas las pruebas. Los datos de las variables capacidad antioxidante total y
lipoperoxidacion se transformaron a su logaritmo base 10 para lograr normalidad

y homogeneidad de varianzas antes de someterse al ANDEVA y prueba de Tukey.
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RESULTADOS

Capacidad antioxidante

La prueba de FRAP, empleada para medir este indicador, cuantifica la cantidad
total de antioxidantes reductores que se encuentran en el plasma, por lo tanto,
los valores superiores indican menor estrés oxidativo. Los resultados se reportan

en nmol Egtrolox/ml.

En el Cuadro 5 se muestran los valores de la capacidad antioxidante por efecto
de la concentracion adicional de zinc, la fuente de zinc y la temperatura
ambiental. En él se observa que el factor concentracion adicional de zinc tuvo un
efecto significativo (P<0.05). los niveles 40 (media=603.604), 80
(media=616.329) y 120 (media=686.820) fueron diferentes y superiores al nivel 0
(media=473.939) (P<0.05). Los niveles 40 y 80 fueron iguales entre si e inferiores
respecto al nivel 120, por lo tanto, la mayor capacidad antioxidante se encontrd
en el nivel 120. El factor fuente de zinc fue significativo (P<0.05). La fuente
organica indujo mayor capacidad antioxidante (media= 616.063) que la fuente
inorganica (media=574.283). El factor temperatura ambiental también fue
significativo (P<0.05), en este caso, la mayor capacidad antioxidante se presentd
en el nivel neutral con una media de 678.480, contra 511.866 producidos por la
temperatura cdlida. Asimismo se observa que hubo una interaccién significativa

entre concentracion y temperatura (P<0.05).
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Al graficar las medias de celdas para representar la interaccion entre los
factores concentracién adicional de zinc y temperatura ambiental en la variable
capacidad antioxidante (Figura 1). Se observa que la capacidad antioxidante fue
mayor en los pollos criados en un ambiente con temperatura neutral que en los
criados en uno con temperatura calida. También se observa que el efecto de la
concentracién adicional de zinc no fue el mismo en ambas temperaturas
ambientales. En un ambiente con termoneutral, la adicion de zinc a una
concentracién de 40 mg/kg fue suficiente para alcanzar una capacidad
antioxidante semejante a la producida por 120 mg/kg, mientras que en uno

cdlido 120 mg/kg indujeron el valor mas grande.
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Cuadro 5. Capacidad antioxidante en plasma sanguineo por efecto de la
concentracion adicional de zinc, la fuente de zinc y la temperatura ambiental.

Factor P Nivel Media
nmol Eqtrolox/ml
Concentracion adicional de zinc 0.000 O 473.939°

40 603.604°
80 616.329°
120  686.820°

Fuente de zinc 0.011 IN 574.283°
OR 616.063°
Temperatura ambiental 0.000 NE 678.480°

CA 511.866°

Interacciones

Concentracion x Fuente 0.462
Concentracién x Temperatura 0.000
Fuente x Temperatura 0.687
Concentracion x Fuente x Temperatura 0.473

0: 0 mg/kg, 40:40 mg/kg, 80: 80mg/kg, 120: 120 mg/kg; IN: inorganica, OR:
organica; NE: neutral (32-34°C dias 0-3, 30-32°C dias 4-6, 28-30°C dias 7-13,
26-28°C dias 14-21); CA: calida (32-34°C dias 0-13, 32-34°C/12 h los dias 14-
21y 26-28°C/12 h los dias 14-21); los superindices distintos representan
diferencias significativas a una P<0.05.
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Figura 1. Interaccion entre concentracidn adicional de
zinc y temperatura ambiental en la variable capacidad

antioxidante
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Lipoperoxidacion

En la prueba de TBARS que se utiliz6 para medir este indicador, la
concentracién de MDA observada es directamente proporcional a la magnitud de
la lipoperoxidaciéon en una muestra, entonces, los valores grandes indican mayor

estrés oxidativo. Los resultados se reportan en nmol MDA/ml.

En el Cuadro 6 se muestran los valores de lipoperoxidacion en plasma
sanguineo por efecto de la concentracion adicional de zinc, la fuente de zincy la
temperatura ambiental. El factor concentracion adicional de zinc resulto
significativo (P<0.05). Los niveles 40 (media=7.375), 80 (media=7.232) y 120
(media=7.739) fueron iguales entre si y diferentes al nivel 0 que desarrollé la
mayor lipoperoxidacion (media=12.535). El factor fuente de zinc no fue
significativo (P>0.05). El factor temperatura ambiental fue significativo (P<0.05).
El nivel neutral (media=9.894) desarroll6 la mayor lipoperoxidacion en
comparacion al nivel calida (media=7.547). Las interacciones significativas fueron

entre: concentracidon y temperatura (P<0.05), y concentraciéon y fuente (P<0.05).

En la Figura 2 se presenta la interaccién entre la concentracion adicional de zincy
la fuente de zinc en la variable lipoperoxidacién. Los valores corresponden a las
medias de celdas. En esta figura se observa que al adicionar zinc en cualquier
concentracién (40, 80 o 120 mg/kg) la lipoperoxidacion disminuy6 respecto al

control, tanto al usar la fuente inorganica como la orgdnica. Y que las dos fuentes
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tuvieron aproximadamente los mismos valores excepto en la concentracion de 80

mg/kg, donde se presenté un efecto contrario; ello no alter6 la tendencia general.

En la Figura 3 se muestra la interaccion entre los factores concentracién adicional
de zinc y temperatura ambiental en la variable lipoperoxidacion. Los valores
corresponden a las medias de celdas. La lipoperoxidacion en el plasma de las aves
disminuyd respecto a los controles (0 mg/kg), al adicionar 40, 80 y 120 mg de
zinc/kg, tanto en temperatura ambiental neutral como en calida. Pero en la
temperatura neutral, la concentracion de 40 mg/kg redujo menos la
lipoperoxidacion que las concentraciones de 80 y 120 mg/kg; ésta ultimas
concentraciones produjeron valores similares entre ellas. Por el contrario, en la
temperatura ambiental cdlida, 40 mg/kg hicieron descender mas Ila
lipoperoxidacién que 80 y 120 mg/kg, que tuvieron valores similares entre ellos.
También se observa que en la temperatura calida las aves desarrollaron menor

lipoperoxidacién que en la neutral.
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Cuadro 6. Lipoperoxidacion en plasma sanguineo por efecto de la
concentracion adicional de zinc, la fuente de zinc y la temperatura ambiental.

Factor P Nivel Media
nmol MDA/ml

Concentracion adicional de zinc 0.000 O 12.535°
40 7.375°
80 7.232°
120 7.739°

Fuente de zinc 0.114 IN 8.968
OR 8.473

Temperatura ambiental 0.000 NE 9.894°
CA 7.547°

Interacciones

Concentracion x Fuente 0.000

Concentracién x Temperatura 0.000

Fuente x Temperatura 0.864

Concentracién x Fuente x Temperatura 0.265

0: 0 mg/kg, 40:40 mg/kg, 80: 80mg/kg, 120: 120 mg/kg; IN: inorgdanica, OR:
organica; NE: neutral (32-34°C dias 0-3, 30-32°C dias 4-6, 28-30°C dias 7-13,
26-28°C dias 14-21); CA: calida (32-34°C dias 0-13, 32-34°C/12 h los dias 14-
21y 26-28°C/12 h los dias 14-21); los superindices distintos representan
diferencias significativas a una P<0.05.
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Figura 2. Interaccidon entre concentracion adicional de
zinc y fuente de zinc en la variable lipoperoxidaciéon
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Figura 3. Interacciéon entre concentracion adicional de
zinc y temperatura ambiental en la variable
lipoperoxidaciéon
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Daio proteinico por oxidacion

Esta variable se midié mediante la concentracién de grupos carbonilo en las
proteinas de la muestra. El aumento de carbonilos es indicio de dafio proteinico
por oxidacién, por lo tanto, los valores grandes significan mayor estrés oxidativo.

Los resultados se presentan en nmol/mg de proteina.

En el Cuadro 7 se presentan los valores del dano proteinico por oxidacién en
plasma sanguineo por efecto de la concentracién adicional de zinc, la fuente de
zinc y la temperatura ambiental. En él se observa que el factor concentracion
adicional de zinc no tuvo efecto sobre esta variable (P>0.05). El factor fuente de
zinc fue significativo (P<0.05); la fuente que produjo mayor dafio proteinico fue la
organica (media=1.504) en comparacion con la inorganica (media=1.344). El
factor temperatura ambiental no fue significativo (P>0.05). Por otro lado, las
interacciones entre concentracion y fuente, concentracion y temperatura, fuente y
temperatura, ademas de concentracion, fuente y temperatura fueron significativas

(P<0.05).

En la Figura 4 se presenta la interaccién entre la concentracién adicional de
zinc y la fuente de zinc en el dafo proteinico por oxidacién (los valores
corresponden a las medias de celdas). En ella se percibe que la fuente orgdanica
indujo un mayor dafio proteinico por oxidacidon que la inorganica en cada una de
las concentraciones probadas; aunque los cambios, en cada concentracion, fueron
opuestos segun la fuente empleada. Las concentraciones probadas de la fuente

organica de zinc (40, 80 y 120 mg/kg) produjeron una mayor respuesta que el
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control (Omg/kg), la respuesta al adicionar 40 mg/kg fue mayor que con 80 y
120mg/kg, y fue similar al adicionar 80 y 120 mg/kg. Todas las concentraciones

probadas de la fuente inorganica fueron similares entre ellas y al control.

En la Figura 5 se muestra la interaccion entre la fuente de zinc y la temperatura
ambiental en el dafo proteinico por oxidacion (los valores corresponden a las
medias de celdas). En ella se observa que la fuente organica produjo mayor dafo
proteinico por oxidaciéon que la fuente inorganica. Se observa también que la
fuente organica disminuy6 ligeramente el dafio proteinico en pollos criados en
temperatura ambiental calida, en comparaciéon a los de temperatura ambiental
neutral. El efecto contrario lo produjo la fuente inorganica, es decir, aumento el

dafio proteinico en la temperatura ambiental calida en comparacion a la neutral.
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Cuadro 7. Daio proteinico por oxidacion en plasma sanguineo por efecto de
la concentracion adicional de zinc, la fuente de zinc y la temperatura

ambiental.

Factor P Nivel Media
nmol carl?onilos/
mg proteina

Concentracion adicional de zinc 0.195 O 1.373

40 1.464
80 1.469
120 1.397
Fuente de zinc 0.000 IN 1.344°
OR 1.504°
Temperatura ambiental 0.344 NE 1.419
CA 1.441

Interacciones

Concentracion x Fuente 0.000

Concentracién x Temperatura 0.004

Fuente x Temperatura 0.018

Concentracién x Fuente x Temperatura 0.000

0: 0 mg/kg, 40:40 mg/kg, 80: 80mg/kg, 120: 120 mg/kg; IN: inorgdanica, OR:
organica; NE: neutral (32-34°C dias 0-3, 30-32°C dias 4-6, 28-30°C dias 7-13,
26-28°C dias 14-21); CA: calida (32-34°C dias 0-13, 32-34°C/12 h los dias 14-
21y 26-28°C/12 h los dias 14-21); los superindices distintos representan

diferencias significativas a una P<0.05.
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Figura 4. interaccidon entre concentracion adicional de
zinc y fuente de zinc en la variable daio proteinico por

oxidacién
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Figura 5. Interaccion entre fuente de zinc y temperatura
ambiental en la variable dafo proteinico por oxidacion
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DISCUSION

Los resultados demuestran que el zinc tiene efecto antioxidante en el pollo de
engorda cuando se adiciona en la dieta. La evidencia de esto es que aumento la
capacidad antioxidante y disminuyd la lipoperoxidacién en el plasma sanguineo

de estos animales (Cuadros 5 y 6).

Segun el andlisis estadistico, la concentracién de zinc que produjo mayor
capacidad antioxidante fue la de 120 mg/kg, mientras que las concentraciones de
40mg/kg y 80mg/kg tuvieron un efecto inferior sin mostrar diferencias entre

ellas; todas fueron superiores al control (0 mg de zinc/kg) (Cuadro 5).

Sin embargo, hubo una interaccién significativa entre concentracién adicional
de zinc y temperatura ambiental (Cuadro 5). Al analizarla graficamente (Figura 1),
se observa que el efecto de la concentracién de zinc, antes mencionado, ocurre
cuando las aves son mantenidas en una temperatura ambiental calida. Pero
cuando las aves se crian en un ambiente termoneutral, 40 mg de zinc/kg son
suficientes para alcanzar una capacidad antioxidante semejante a la producida

por 120 mg/kg.

Respecto a la lipoperoxidacion, las concentraciones de zinc de 40, 80 y 120
mg/kg produjeron resultados iguales entre si e inferiores al control (0 mg de

zinc/kg) (Cuadro 6). En este caso, dos interacciones significativas surgieron; una
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entre concentracion adicional de zinc y fuente de zinc, la otra entre concentracion

adicional de zinc y temperatura ambiental.

Al analizar la interaccion entre concentracién adicional de zinc y fuente de zinc
(Figura 2), se advierte que cualquiera de las concentraciones probadas disminuye
la lipoperoxidacion respecto al control (O0mg/kg) sin importar el tipo de fuente.
Aunque la concentraciéon de zinc de 80 mg/kg muestra un efecto contrario, segun
la fuente empleada, no hay una clara diferencia en el efecto general de las

concentraciones.

De modo semejante, en la interaccidon entre concentraciéon adicional de zinc y
temperatura ambiental (Figura 3), se distingue que la lipoperoxidacién disminuye
al adicionar 40, 80 y 120 mg de zinc/kg respecto al control (Omg/kg), tanto en
temperatura ambiental neutral como en cadlida. Y aunque el efecto de Ila
concentracién de 40 mg/kg no es el mismo en la temperatura neutral que en la
calida; ya que en la neutral tiene un valor superior a 80 y 120 mg/kg y en la calida
es inferior a los mismos. No hay una clara diferencia en el efecto general de las

concentraciones.

Los datos anteriores indican que la adiciéon de zinc a una dosis de 40 mg/kg
produce el mismo efecto antioxidante que 80 y 120 mg/kg. Ya que 40 mg/kg
fueron capaces de disminuir la lipoperoxidacién en el plasma sanguineo al igual
que las otras concentraciones. Y aunque los datos sugieren que 120 de zinc
mg/kg es la dosis con la que se obtiene la mayor capacidad antioxidante en el

plasma de pollos criados en un ambiente calido; no se demuestra que, bajo las

56



mismas circunstancias, esta concentracion sea suficiente para evitar la oxidacién
de los acidos grasos o lipoperoxidacién, y por lo tanto, la aparicion del estrés
oxidativo. Esto se deduce al considerar que: la consecuencia del estrés oxidativo
es el dafio a las biomoléculas (Lykkesfeldt y Svendsen, 2007), y que el requisito
para que algun compuesto sea considerado como antioxidante es que debe
retrasar significativamente o inhibir la oxidacién de un sustrato oxidable (Halliwell

y Gutteridge, 1990; Kirschvink et al., 2008).

Sahin et al. (2005) demostraron que en codornices japonesas (Coturnix
coturnix japonica) sometidas a estrés calérico crénico la adicién de zinc como
sulfato o picolinato (0, 30 y 60 mg/kg) mejora el peso de la canal, aumenta la
concentracién sérica de vitaminas (C, E y A) y disminuye la lipoperoxidaciéon en
suero sanguineo, en forma lineal. Mientras que en aves mantenidas en un

ambiente termoneutral la adicién no produce efecto.

En relacion a la fuente de zinc, los resultados prueban que tiene efecto sobre el
estrés oxidativo. El Zn-(HMTBa), (fuente organica) aumenta la capacidad
antioxidante, pero también aumenta el dafio proteinico por oxidacion. Mientras
que el ZnO (fuente inorganica) produce los efectos contrarios; es decir, disminuye
la capacidad antioxidante y el dafio proteinico por oxidacién (Cuadros 5 vy 7).
Entonces, considerando la premisa antes expuesta de que un antioxidante debe
retrasar o inhibir la oxidacion de un sustrato oxidable, el ZnO fue la fuente con la

mejor respuesta antioxidante.
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Los resultados del analisis estadistico no mostraron interaccién alguna de la
fuente de zinc en la variable capacidad antioxidante (Cuadro 5). Pero mostraron
que la fuente de zinc interactud significativamente con la concentracién adicional
de zinc y con la temperatura ambiental en el dafo proteinico por oxidacion
(Cuadro 7). En el analisis grafico de estas interacciones se distingue que el Zn-
(HMTBa), indujo un mayor dafio proteinico por oxidacion que el ZnO, sin importar
la concentraciéon de zinc o la temperatura ambiental (Figuras 4 y 5); lo que apoya

a los resultados del andlisis estadistico.

Por ultimo, los resultados demostraron que la temperatura ambiental modificé
significativamente al estrés oxidativo (Cuadros 5 y 6.). Las aves mantenidas en un
ambiente con temperatura calida desarrollaron menor capacidad antioxidante y
menor lipoperoxidacion, que las que se criaron en ambiente con temperatura
neutral. Por lo tanto, el ambiente calido fue el que menor estrés oxidativo
produjo. Ademas, la temperatura ambiental y la concentracion adicional de zinc
interactuaron significativamente en la capacidad antioxidante vy la

lipoperoxidacion.

En el analisis grafico de estas interacciones se distingue que tanto la capacidad
antioxidante (Figura 1) como la lipoperoxidacion (Figura 3) es menor en los pollos
criados en un ambiente calido en comparacion a los de un ambiente termoneutral.

Lo que corrobora al analisis estadistico.

El efecto de la temperatura, en esta investigacion, no concuerda con los

resultados de investigaciones previas (Lin et al., 2006; Mujahid et al., 2007; Yang
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et al., 2010), en las cuales, los pollos sometidos a estrés caldérico agudo o crénico
siempre desarrollaron mas lipoperoxidacion que los que se mantuvieron en
condiciones termoneutrales. Aunque cabe mencionar que en estas investigaciones
la edad de los pollos siempre fue mayor a los 21 dias, que las estirpes fueron
Cobb o Arbor Acres, la humedad relativa fue mayor a la que se sometieron las
aves en esta investigacion (que fue del 30-40%) y que (excepto Lin et al., 2006) la

lipoperoxidacién se midio en tejidos o células (no en plasma).

Es pertinente mencionar también que al final del experimento se midié
individualmente la ganancia de peso a los 21 dias. Esta variable se analiz6
estadisticamente para determinar si la concentracion adicional de zinc, la fuente
de zinc y la temperatura ambiental tuvieron efecto sobre ella. Los resultados
indican que ningun factor modificé significativamente la ganancia de peso
(P>0.05) (Anexo 3). Esto y los resultados de estrés oxidativo sugieren que las

condiciones ambientales no provocaron un estrés calérico considerable.

En otro aspecto, Villar-Patifio et al. (2002) y Diaz-Cruz et al. (2003)
encontraron que la vitaminas E y C, asi como el acido lipoico disminuyen el estrés
oxidativo (lipoperoxidacién en corazon) en pollos de engorda sélo después de los

21 dias de edad.

En esta investigacidon, se demuestra que la adicién de zinc tiene efecto
antioxidante a los 21 dias, sin embargo, no se demuestra efecto en la ganancia de
peso. En el futuro, es necesario realizar, en el ciclo completo del pollo,

investigaciones que determinen si una concentracion mayor a 40mg/kg tiene
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efecto antioxidante y su relacion con los indicadores productivos. Ademas, es
necesario establecer la relacion entre los indicadores de estrés oxidativo en
plasma sanguineo y en organos, para determinar cuales son mas utiles para medir

este trastorno metabdlico.
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CONCLUSIONES

El zinc adicionado en el alimento tiene efecto antioxidante y una dosis 40
mg/kg tiene el mismo efecto que concentraciones mayores (hasta 120 mg/kg), en

los primeros 21 dias de edad.

El ZnO induce el menor estrés oxidativo comparado con Zn-(HMTBa),, en los

primeros 21 dias de edad.

El modelo empleado en este experimento para inducir estrés calérico y estrés

oxidativo no es util para este fin.
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ANEXOS

Anexo 1. Cantidad de la fuente de Zn en las dietas experimentales.

Fuente Necesidad Disponibilidad % Cantidad de la fuente
mg/kg mg/kg
Zn0O 40 72 55.55
80 72 111.11
120 72 166.66
Zn-(HMTBa)2 40 16 250.00
80 16 500.00
120 16 750.00
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Anexo 2. Ficha Técnica de Mintrex.

MINTR%

0 2
MINTREX® chelated trace
minerals are a highly
bicavailable source of trace
minerals protected by HMTBa
(ALIMET" feed supplement).
+ Since Novus manufactures
the ligand in MINTREX, the
product is fully defined and
guaranteed.

+ Research has proven
MINTREX delivers more
bicavailable trace metal
to the small intestine than
other leading trace mineral
sclutions.
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data sheet

Product Description
MINTREX® Zn is a fully-defined structure that delivers 16% zinc as zinc methionine
hydroxy analague chelate and 80% methionine value.

Feeding Instructions
Feed continuously as a companent of a complete ration
+ Broilers, turkeys, ducks, breeders, and layers
+ 0125 - 0.250 kg/metric ton (0.25 - 0.50 Ib/ton) of complete feed to deliver
20-40 ppm

Nutrient Specifications
Minimum 16% by weight zinc as zinc methionine hydroxy analogue chelate

« Methionire value (MHA) 80% by weight
+ Methionine activity (as HMTBa)
per 2g feeding rate: 1.6 grams
+ Methionine activity as a
percentage of dry matter: 80.4%
« Poultry AMEn: 3,823 keal/kg
+ Protein value: 47.0%
Product Characteristics
Appearance: Gray-tan powder
Odaor: Sulfur
Bulk density: 0.79 grams/cm®
Packaging: 25 kg bag
Shelf lite: Minimum 3 years when stored as directed

Storage Instructions
Store at ambient temperatures in a sealed container. Keep dry at all times.
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Anexo 3. Ganancia de peso a los 21dias por efecto de la
adicional de zinc, la fuente de zinc y la temperatura ambiental.

concentracion

Factor P Nivel Media
gramos
Concentracion adicional de zinc 0.056 0 849.250
40 848.278
80 825.438
120 861.269
Fuente de zinc 0.092 IN 838.079
OR 854.038
Temperatura ambiental 0.132 NE 853.188
CA 838.930

Interacciones

Concentracién x Fuente 0.311
Concentracién x Temperatura 0.031
Fuente x Temperatura 0.426

Concentracién x Fuente x Temperatura 0.088

0: 0 mg/kg, 40:40 mg/kg, 80: 80mg/kg, 120: 120 mg/kg; IN: inorgdnica, OR:
organica; NE: neutral (32-34°C dias 0-3, 30-32°C dias 4-6, 28-30°C dias 7-13,
26-28°C dias 14-21); CA: calida (32-34°C dias 0-13, 32-34°C/12 h los dias 14-
21y 26-28°C/12 h los dias 14-21); los superindices distintos representan

diferencias significativas a una P<0.05.
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